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SOUCHES MALOLACTTQUES TOLERANTES A L'ALCOOL 
POUR LA MATURATION DES VINS DE pH MOYEN OU ELEVE 



La presente invention conceme un procede de controle de la fermentation malolactique dans 
les vins par inoculation directe de souches de bacteries lactiques selectionnees. 

EUe a pour objet des souches de bacteries lactiques selectionnees resistantes a l'alcool, 
capables d'initier et de realiser une fermentation malolactique (FML) complete lorsqu'elles 
sont introduites sans etape prealable d'acclimatation dans un vin de pH moyen a eleve. Cette 
resistance a Palcool est mise a profit dans un procede de conduite de la FML dans un vin de 
pH moyen a Sieve, egalement objet de la presente invention. 

La fermentation malolactique (FML) est la decarboxylation de Pacide malique en acide 
lactique, resultant de Tactivite metabolique de certaines bacteries lactiques. Issues de la 
surface des grains de raisin, des feuilles de vigne, du sol et du materiel vinicole, de 
nombreuses bacteries lactiques sont naturellement presentes a toutes les etapes du procede de 
vilification et du stockage du vin. Toutefois, seuls quelques groupes de bacteries lactiques 
sont capables de se multiplier dans le jus de raisin et surtout dans le vin, en raison des 
conditions de croissances limitantes. EUes appartiennent a 4 genres: Oenococcus, 
Leuconostoc, Lactobacillus et Pediococcus. Trois especes de Pediococcus et sept especes de 
Lactobacillus se rencontrent communement dans le vin (Kunkee,1967, Adv. Appl. Microbiol., 
vol 9, pp. 235-279), tandis que Leuconostoc et Oenococcus y sont representees chacune par 
une seule espece {Leuconostoc mesenteroides et Oenococcus oenU respectivement^. 

La diminution de Tacidite et la modification des aromes du vin qui decoulent de la FML sont 
considerees comme benefiques a la qualite du vin. Cette fermentation secondaire contribue en 
outre a la stabilisation biologique du vin. Sa bonne realisation revet done une grande 
importance pour Tobtention de vins de qualite, ce qui a amene les producteurs a rechercher 
des moyens de controler son initiation et son deroulement. 

Dans la verification traditionnelle, la FML se produit grace a la croissance spontanee d'une 
fiore indigene de bacteries lactiques. Le processus de FML se declenche de lui-meme, 
lorsque la flore malolactique est suffisamment developpee, c s est-a-dire de maniere aleatoire 
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entre la fin de fermentation alcoolique et plusieurs semaines, voire plusieurs mois, apres la 
fermentation alcoolique. Lorsque les bacteries malolactiques atteigaent une concentration 
d' environ 10 6 UFC/ml dans le milieu, elles entrent en phase metabolique active et demairent 
la fermentation de Pacide malique. Dans ces conditions, Oenococcus oeni est Pespece la 
plus frequemment responsable de la FML. En effet, si en debut de fermentation alcoolique, 
une predominance des especes homofermentaires Lactobacillus plantarum et Lactobacillus 
casei est observee, celles-ci disparaissent quand la teneur en alcool augmente. Apres 
fermentation alcoolique ce sont. les especes Pediococcus et CEnococcus, selon le pH, qui 
predominent et atteignent finalement la concentration critique pour declencher la FML. 

Plusieurs methodes destinees a mieux controler le declenchement et le deroulement de la 
FML ont ete proposees, reposant principalement sur Pinduction de la FML par inoculation 
des mofits ou des vins avec des souches de bacteries lactiques selectionnees. En general, sont 
utilisees des souches $ Oenococcus oenU cette espece etant connue pour convenir le mieux a 
la FML. 

Un premier procede consiste a induire la FML a Paide d'une biomasse non proliferante 
^CEnococcus cent Du fait que les bacteries agissent dans ce cas comme une preparation 
enzymatique, la degradation complete de Pacide malique n'est obtenue qu'avec une 
inoculation massive, a raison d'au moins 108 UFC/ml, ce qui represente un cout bien trop 
eleve pour trouver une application pratique reelle. 

Un deuxieme procede consiste a introduire dans la cuve de vinification des preparations 
^Oenococcus oeni, avant le demarrage de la fermentation alcoolique, quand aucun alcool 
n'est encore produit et que le mout est riche en nutriments. Cette methode a pour avantage 
que les preparations peuvent etre ajoutees directement au mout a Petat lyophilise ou congel6, 
dans la mesure ou elles n'ont pas a subir un stress alcoolique qui leur serait fortement 
prejudiciable. Mais, les resuitats ne sont pas satisfaisants, notammmt en raison de la 
competition entre levures et bacteries lactiques: une des deux populations se multiplie plus 
rapidement et peut supplanter Pautre, notamment sous Pinfluence du pH du milieu. En outre, 
Oenococcus oeni etant heterofermentaire, elle peut utiliser le sucre comme substrat pour 
produire de Pacide acetique. De ce fait, le risque de voir une production d'acidite volatile par 
les bacteries lactiques est fortement dissuasif pour les viticulteurs (Riberau-Gayon et aL, 
1975, Sciences et techniques du vin 5 Tome HI, Dunod, Paris). 

Face a ce probleme, il .a ete fait appel a des souches homofermentaires de Lactobacillus 
plantarum^ de maniere a ce qu T il n'y ait pas de production d'acide acetique a partir des 
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sucres presents dans le mout ou dans le jus de fruits, et done pas d'augmentation de la 
Tacidite volatile du vin (demande de brevet EP 0 398 957). Les souches selectionnees sont 
introduites dans le mout ou le jus de fruit, avant ou dans les premiers moments de la FA. 
Cependant, ces bacteries malolactiques etant incapables de survivre dans un vin fetmente, la 
degradation de Tacide malique ralentit et s f arr§te quand le niveau d'alcool atteint 5%. 
Finalement, Tacide malique n'est pas totalement degrade et le vin obtenu n'est pas 
bacteriologiquement stable. 

Une autre solution pour eviter la production d'acidite volatile a partir des sucres peut 
consister a ensemencer le vin seulement apres la fermentation alcoolique, quand le taux de 
sucre est minimum. Les preparations de bacteries lactiques inoculees dans les cuves de 
vinification doivent dans ce cas etre capables de survivre malgre le stress du a un degre 
d'alcool deja 61eve dans le milieu, les bacteries lactiques etant d'autant plus sensibles au 
stress qu'elles sont introduites dans le milieu a Tetat lyophilise ou congele . 

Des preparations & Oenococcus oeni sont commercialisees depuis plusieurs annees pour 
I'ensemencement du vin apres fermentation alcoolique. Une pre-culture dans un milieu 
enrichi en vin est preconisee, pour eviter la chute importante de la population cellulaire lors de 
l 7 inoculation en milieu alcoolise. Par exemple, une incubation a 25°C durant 1 a 6 jours, 
permet d'ameliorer la survie des bacteries en les plapant dans un etat physiologique adapte. 
Cette ''reactivation", aussi ^>pelee "acclimatation", doit permettre une induction des 
mecanismes de resistance des cellules confrontees a une teneur en alcool elevee, autorisant 
une augmmtation de la population bacterienne et une reprise de Tactivite metabolique 
(Lafon-Fourcade et al, 1993, Conn. Vigne Vin, vol 17, pp. 55-71). Cette methode bien 
qu'eflBcace, demande du temps, du iravail et requiert certaines connaissances 
microbiologiques. Le temps de pre-culture et le moment de Tintroduction doivent etre 
respectes precisement sous peine d'une perte significative de viabilite, ce qui represente un 
contrainte serieuse pendant la periode des vendanges. 

Plus recemment, une autre voie a ete exploree, pour disposer de preparations de bacteries 
lactiques repondant a la double exigence de pouvoir etre inoculees dans un vin sous forme 
lyophilisee ou congelee, sans perte de viabilite malgre le degre alcoolique, ce qui permet en 
particulier de realiser la FML dans des delais plus courts sans angm enter la biomasse 
apportee. Le brevet EP 635 050 decrit un procede deduction de la fermentation malolactique 
par inoculation d'un vin avec une culture lyophilisee de bacteries lactiques appartenant au 
genre Oenococcus oeni resistantes a Talcool, sans etape prealable d'acclimatation. Les 
souches ^Oenococcus oeni selectionnees presentent un taux de survie eleve qui rend 
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possible le declenchement de la FML meme a des basses concentrations d'apport (1.10$ a 
5.107 CFU/ml) et en presence d'alcool a des taux compris entre 10,5% et 13%. Dans les 
conditions definies et pour un pH compris entre 3,2 et 3,6, les cellules entrent rapidement en 
phase active de fermentation malolactique. 

Bien que ces preparations lyophilisees d } Oenococcus oem pour Tensemencement direct aient 
prouve leur utilite dans divers types de vins, il existe de nombreux cas dans lesquels leur 
utilisation n'est pas satisfaisante. En effet, le pH du vin est un facteur essentiel qui intervient 
dans la selection de Tespece qui r6alisera la FML. 

Or une grande partie des vins rouges actuellementproduits proviennent des regions chaudes 
(comme par exemple le sud de l'Europe). Ces vins ont un pH assez eleve, c'est-a-dire de 
Tordre de 3,5 ou superieur a cette valeur, ce qui favorise la croissance bacterienne et en 
premier lieu le developpement des bacteries indigenes, malolactiques ou autres. Ces bacteries, 
qui resistent mal aux pH inferieurs a 3,5, sont alors favorisees au detriment d'££ cent 

Ceci conduit a deux types de problemes. D'une part, bien que les starters de FML a base 
d'CE. ami qui sont inocules dans les cuves apres la fermentation alcoolique soient resistants a 
Talcool, leur rehydratation et leur acclimatation demande un certain temps avant la reprise 
d'une activite fermentative. Or la microflore indigene etant favorisee aux pH eleves, des 
especes indesirables peuvent se developper plus rapidernent et supplanter CE. ami. La 
population bacterienne inoculee regresse au-dessous de la masse critique de 10 6 UFC/ml, 
voire ne l'atteint jamais. La degradation de Tacide malique peut ne pas etre completement 
realisee ou meme ne pas etre initiee du tout 

D' autre part, aux pH favorisant la croissance bacterienne, on assiste frequemment au 
declenchement ^>ontane de la FML par une ou plusieurs souches malolactiques indigenes, 
avant meme que la fermentation alcoolique soit terminee, a un stade du processus ou les 
sucres sont encore presents en quantite notable, dissuadant d'introduire des bacteries 
lactiques heterofermentaires dans le milieu. 

Dans les deux cas, le controle de la FML n'est simplement pas possible, puisque le risque 
est important qu'elle soit realisee par des bacteries indefinies, dont on ne connait pas les 
caracteristiques. Les especes indigenes dominantes peuvent en particulier consommer 
plusieurs substrats et produire des composes toxiques ou conduisant a des modifications 
organoleptiques desagreables et d'autres effets negatifs sur le vin. 
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On peut citer a titre d'exemple, certaines souches de Lactobacillus brevis 9 capables de 
metaboliser Tacide tartrique (maladie de la tourne), ce qui reduit Tacidite totale et augmente 
Tacidite volatile. Certaines souches de Lactobacillus brevis et Lactobacillus buchneri sont 
capables de degrader le glycerol, les metabolites produits jouant alors le role de precurseur de 
racroleine, qui reagit avec les tannins des vins et donne un gout amer. De nombreuses 
souches malolactiques, de Pediococcus, mais aussi de Lactobacillus brews et certaines 
souches d'Oenococcus oeni peuvent decarboxyler les acides amines en amines biogenes, 
comme rhistidine en histamine, qui peuvent etre a Torigine de severes reactions allergiques 
chez les personnes sensibles. Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus brevis et d'autres 
especes, notamment des Pediocoques sont responsables des vins filants, maladie des vins 
causee par la production de polysaccharides exocellulaires qui augmentent la viscosite du vin. 

La presence de telles bacteries lactiques au sein d'une microflore indigene est un phenomene 
largement repandu. La complexity de cette microflore renforce les risques qu'au moins une 
souche indesirable soit presente dans le mout, et les valeurs de pH moyennes ou elevees lui 
donnent P opportunity de s'y developper rapidement. Toutes ces reactions metaboliques 
participent d'une fa9on ou d'une autre a l'alteration de la qualite du vin et sont a Porigine de 
pertes economiques serieuses. 

Les producteurs, qui ont des objectife quantitatifs, mais aussi qualitatifs par rapport aux 
produits afin de repondre a Pattente du marche, doivent pouvoir maitriser le plus possible le 
procede de verification quel que soit le pH du vin, et limiter les risques devolution non 
desiree tout au long du processus. lis souhaitent disposer de starters de la FML adaptes aux 
conditions modernes de productions et aux exigences des consommateurs, qui les 
garantissent au mieux de ces risques. 

La presente invention a pour but de repondre a ce besoin. De maniere inattendue, la solution 
reside dans la selection de souches de bacteries lactiques resistantes a Pal cool appartenant 
aux especes Lactobacillus et Pediococcus. Elles sont capables d'initier et de realiser une 
FML complete lorsqu'elles sont introduites sans etape prealable d'acclimatation dans un vin 
de pH moyen a eleve. Cette resistance a Palcool, inedite chez les bacteries lactiques de ces 
especes, se manifeste d'une part par un excellent taux de survie lors de Pinoculation et 
d'autre part par un demarrage rapide de Pactivite fermentative. 

Ces souches, outre qu' elles sont tolerantes a Palcool, presentent im metabolisme 
homofermentaire, leur permettant d'etre inoculees dans le vin avant la fin de la fermentation 
alcoolique, sans produire d'acidite volatile. 
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Les caracteristiques combinees de resistance a l'alcool et de croissance rapide a pH moyen 
ou eleve conferent aux souches selon Invention l'avantage essentiel de se developper plus 
rapidement que la flore indigene, meme aux pH favorisant la croissance de cette derniere. Le 
resultat particulierement avantageux en est que les especes indigenes ne peuvent pas se 
developper, et sont ainsi empechees de produire des composes indesirables. Un ensemence- 
ment en cours de fennentation alcoolique est possible sans nuire a la qualite du vin, ce qui 
offire une garantie supplemental que la FML soit realisee sous le controle permanent du 
viticulteur. 

Ce resultat est d'autant plus surprenant que les souches selectionnees repondant aux 
exigences ci-dessus expos6es appartiennent aux especes Lactobacillus et Pediococcus. Ces 
bacteries lactiques ont jusqu'a present ete ecartees d'un usage en milieu alcoolique, en 
particulier du fait qu'elles sont rarement presentes dans les milieux de fennentation 
alcooHses et a plus forte raison dans les vins. Les rares tentatives de renverser cet a priori ont 
conduit a des resultats decevants. 

Par exemple, il a ete vu plus haut que rensemencement avec des preparations de 
Lactobacillus plantarum avant la fennentation alcoolique ne pennettait pas une FML 
complete en raison de la perte d'activite quand le degre d^alcool atteint 5%. Plus recemment, 
cet etat de fait a ete confinne par les travaux menes a rUniversite de Rioja en Espagne 
(Tenorio et aL, 2002, XIII Congreso de Microbiologia de los Alimentos, Universite de 
Rioja). Deux souches de chacune des especes CEnococcus czni et Lactobacillus plantarum, 
selectionnees parmi la flore indigene, ont ete inoculees a 5.106 UFC/ml dans un vin de la 
region de la Rioja (sud de TEspagne) apres la fermentation alcoolique. Les souches CE. ami 
se sont imposees dans le milieu et ont permis un bon deroulement de la FML, tandis que les 
souches L. plantarum ont regresse jusqu'a ne plus etre detectables en fin de FML. Ces 
resultats montrent une fois de plus que quand Lactobacillus est iniroduit en milieu alcoolise, 
il deperit et n'est pas capable de fermenter Tacide malique en acide lactique. 

II est par ailleurs bien connu que les bacteries lactiques ont une resistance au stress fortement 
reduite apres sechage, lyophilisation ou congelation. Quand elles sont soumises a des 
conditions defavorables, telles qu'un degre alcoolique eleve, leur taux de survie decroit 
drastiquement, et leur activite fermentative ne peut demarrer qu'apres une periode 
d'adaptation au milieu plus ou moins longue. Pour initier la FML, il faut en outre atteindre 
une concentration de l'ordre de 106 UFC/ml ce qui necessitera souvent une phase' de 
multiplication cellulaire permettant a la population de se reconstituer. 
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La presente invention apporte egalement une reponse a ce probleme grace aux nouvelles 
souches de bacteries malolactiques selectionnees appartenant aux genres Lactobacillus et 
Pediococcus, celles-ci etant capables d'initier et de realiser la FML lorsqu'elles sont 
introduites directement a l'etat seche, lyophilise ou congele dans un vin a pH moyen ou 
eleve. 

Un proc6de d'induction de la FML par inoculation directe de ces bacteries malolactiques 
resistantes a Talcool est egalement un objet de la presente invention. 

On appellera "vin" un milieu de fermentation tel qu'un mout a base de jus de raisin on 
d'autres fruits, dans lequel la quantite d'alcool produit par fermentation alcoolique est d'au 
moins 5% en volume. Ce vin peat avoir atteint son degre alcoolique maximum si la 
fermentation alcoolique est terminee. Les teneurs en alcool sont exprimes par le volume 
d'alcool rapporte au volume total. 

On appellera "vin mature" ou "vin a maturite" un vin dans lequel la FML s'est deroulee 
completement, c'est-a-dire dans lequel la teneur en acide malique est inferieure a 0,2 g/1. Ce 
vin mature est microbiologiquement stable, contrairement au vin non mature. 

Pour un vin, un pH moyen sera de l'ordre de 3,5 a 3,6, et un pH eleve pourra aller d' environ 
3,6 jusqu'aux pH maximums rencontres dans les vins, soit environ 4,0, voire plus. 

Par "inoculation directe" on entend introduction dans le milieu de fermentation des bacteries 
lactiques choisies, sans etape prealable d'acclimatation ou d' adaptation au milieu, a une 
concentration economiquement acceptable, c'est-a-dire comprise entre 106 e t 5.10^ UFC/ml 
de milieu. Une simple rehydratation de 20 minutes dans de Teau a 22°C peut etre operee. 

Les proprietes avantageuses des souches selectionnees selon Finvention se manifestent par 
leur capacite a entrer en phase fermentative active pratiquement sans temps de latence pour 
initier la FML a brefe delais, malgre les conditions defavorables du milieu. 

Dans la pratique ceci se traduit par le fait que des les premiers jours apres Pinoculation 
bacterienne, des fractions importantes de T acide malique present dans le milieu sont 
transformees en acide lactique. Une fois-le processus de FML initie, les bacteries inoculees 
conservent leur position predominante dans le milieu et assurent le bon deroulement de la 
FML jusqu'a epuisement du substrat, tout en garantissant que le vin mature finalement 
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produit sera exempt de composes indesirables. 

H est important de noter que les souches selon l'invention sont resistantes a l'alcool meme 
dans des conditions induisant habituellement un stress important et conduisant a un 
deperissement cellulaire, en particulier lors de 1' inoculation sous forme sechee, lyophilisee ou 
congelee sans etape prealable d'acclimatation. 

Ainsi, une souche de bacterie lactique selectionnee selon l'invention appartenant au genre 
Lactobacillus ou Pediococcus, a la capacite de realiser la conversion de l'acide malique en 
acide lactique de sorte que, lorsqu'elle est introduite a une concentration comprise entre 10$ 
et 5. 1 07 T TFC/m1 3 directement a 1'etat seche, lyophilise ou congele dans un vin ayant un degre 
•d'alcool de 10% ou plus et un pH superieur ou egal a 3,5, 

i) elle convertit au moins 5%, et de preference au moins 10%, de l'acide malique en 
acide lactique en 5 jours apres inoculation dudit vin, et 

ii) - elle convertit au moins 10%, et de preference au moins 25%, de Pacide malique 
en acide lactique en 10 jours apres inoculation dudit vin. 

De mani&eparticuHerement avantageuse une souche de bacterie lactique selon l'invention a 
une activite fermentative telle que, lorsqu'elle est introduite a une concentration comprise 
entre 106 e t 5.107 UFC/ml, directement a l'etat seche, lyophilise ou congele dans un vin 
ayant un degre d'alcool de 10% ou plus et un pH superieur ou egal a 3,6 

iii) - elle convertit au moins 10%, et de preference au moins 15%, de l'acide malique 
en acide lactique en 5 jours apres inoculation dudit vin, et 

iv) - elle convertit au moins 25%, et de preference au moins 40%, de l'acide malique 
en acide lactique en 1 0 jours apres inoculation dudit vin. 

Ces souches sont done particulierement interessantes comme starters de la FML dans des 
vins de pH moyen ou eleve, en cours ou en fin de fermentation alcoolique. Ce faisant, leur 
emploi est tout a fait possible dans les conditions usuelles de pH et de concentration 
alcoolique, leur capacite a realiser la FML correspondent alors aux performances 
communement obtenues avec d'autres starters de la FML. 

Comme explique precedemment, pour s'assurer que des bacteries indigenes ne se 
developpent pas, il peut etre interessant d'inoculer le milieu de fermentation avant la fin de la 
fermentation alcoolique, sans risquer de produire de Tacidite volatile a partir du sucre encore 
present dans le milieu. Selon un caracteristique avantageuse de la presente invention, les 
souches de bacterie lactique selectionnees sont homofermentaires. 
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H est en outre interessant que les souches selectionnees ne soient pas capables de produire 
des composes toxiques ou conduisant a des modifications organoleptiques desagreables et 
d'autres effets negatifi sur le vin C'est pourquoi, Pinvention conceme egalement les 
souches de bacteries lactiques selectionnees ne produisant pas d' amines biogenes a partir 
des precurseurs amines presents dans le vin, ne degradant pas le glycerol ni Pacide tartrique. 
De preference, les souches selon Pinvention possedent P ensemble de ces proprietes. 

Selon un mode de realisation avantageux, la presente invention concerne une souche de 
bacterie lactique possedant P ensemble des caracteristiques definies precedemment, et ayant la 
capacite, lorsqu'elle est introduite directement a une concentration de 2.106 UFC/ml, dans un 
vin a une temperature superieure ou egale a 18 0 C 9 ayant une teneur en SO2 comprise entre 0 
et 1 5 mg/1, une teneur en alcool superieure ou egale a 10 %, et un pH de 3,7 ou plus 

i) - de convertir 15 % de Pacide malique en aride lactique en 5 jours apres 
inoculation dudit vin, et 

ii) - de convertir 40 % Tacide malique en acide lactique en 10 jours apres inoculation 
dudit vin. 

De maniere particulierement avantageuse, ladite souche de bacterie lactique possede 
l'ensemble des caracteristiques definies precedemment, et a la capacite, lorsqu'elle est 
introduite directement a une concentration de 2 A 0^ UFC/ml, dans un vin a une temperature 
superieure ou egale a 18°C, ayant me teneur en SO2 comprise entre 0 et 15 mg/1, une teneur 
en alcool superieure ou egale a 1 0 %, et un pH de 3,7 ou plus 

i) - de convertir 50 % de P acide malique en acide lactique en 5 jours apres 
inoculation dudit vin, et 

ii) - de convertir 80 % Pacide malique en acide lactique en 10 jours apres inoculation 
dudit vin. 

Les souches possedent les caracteristiques ci-dessus lorsqu'elles sont introduites dans un 
vin ayant une teneur en alcool de 10 %, voire de 12 % et meme de 13 %. Bien entendu, ces 
souches presentent des caracteristiques identiques oumeilleures lorsqu'elles sont introduites 
plus precocement dans le vin, par exemple alors que la teneur en alcool n'est encore que de 
5%. 

Corome indique precedemment, les bacteries malolactiques selectionnees appartiennent de 
maniere inattendue, aux genres Lactobacillus ou Pediococcus, jusque la consideres comme 
inaptes a se developper en milieu alcoolise. En particulier elles sont selectionnees dans le 
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groupe forme de Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Lactobacillus delbruckii, 
Pediococcus acidilactici, Pediococcus damnceus, Pediococcus pentosaceus, Pediococcus 
pan>ulus, Pediococcus cerevisiae. 

En particulier, sont revendiquees les souches malolactiques homofermentaires suivantes: 
Lactobacillus plantarum DSM-9916, Lactobacillus plantarum CNCM 1-2924, Pediococcus 
acidilactici CNCM MA 18/5M, deposees dans une collection de culture de microorganismes 
conformement aux dispositions du Traite de Budapest, regie 6. 1 . 

Une preparation de bacteries lactiques destinee a etre utilisee comme starter de la FML, c'est- 
a-dire pour Pensemencement d'un vin en vue de Pinduction de la FML, peut comprendre 
une ou plusieurs souches de bacteries malolactiques telles que definies precedemment, et 
eventuellement d'autres ingredients connus de Phomme du metier. De telles preparations 
peuvent se presenter a Petat liquide, seche, lyophilise ou congele. 

Les bacteries malolactiques resistantes a Palcool decrites ci-dessus ou une preparation de 
celles-ci sont destinees a etre mises en oeuvre pour la realisation controlee de la FML dans 
des vins de pH moyen ou eleve, notamment dans un procede objet de la presente invention. 

Ce procede de conversion de Pacide malique en acide lactique dans un vin ayant un pH 
superieur ou egal a. 3,5, consiste a introduire une preparation comprenant au moins une 
souche de bacterie lactique telle que precedemment decrite, directemeat a Petat seche, 
lyophilise ou congele dans ledit vin, a une concentration comprise entre 1 0 6 et 5. 1 07 UFC/ml, 
a une temperature superieure ou egale a 18°C, lorsque le degre d'alcool a atteint au moins 
10% et a maintenir le vin dans des conditions permettant le deroulement de la FML, pour 
obtenir un vin mature dont la teneur en acide malique est inferieure a 0,2 gfl. 

Le procede peut etre apphque avantageusement a n'importe quel vin dont le pH est superieur 
ou egal a 3,5 sans limitation superieure. D est mis en oeuvre de maniere particulierement 
avantageuse pour des vins de pH 3,6 et plus, pour lesquels le risque de developpement de 
bacteries indesirables a croissance rapide est particuherement eleve. 

Si le viticulteur le souhaite, et afin d'eviter un demairage de la FML par des bacteries 
indigenes incontrolees, une preparation de bacteries lactiques selon Pinvention peut etre 
introduite dans le vin en cours de fermentation, par exemple lorsque le degre d'alcool a 
atteint 5 % ou davantage, c'est-a-dire alors que la quantity de Sucre presente dans le vin est 
encore importante. Dans ce cas, les bacteries lactiques entrant dans la preparation 
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d ' ensemencement sont toutes homofermentaires, de maniere a eliminer le risque de 
production d'addite volatile. 

En outre, le procede de conversion de Pacide malique en acide lactique objet de la presente 
invention, est mis en ceuvre de preference a Paide d'une preparation de bacteries lactiques 
possedant une ou plusieurs des caracteristiques suivantes (T ideal etant qu'elles les possedent 
toutes a la fois) : t 

- elles ne produisent pas d' amine biogene a partir des precurseurs amines 

- elles ne degradent pas le glycerol, 

- elles ne degradent pas Pacide tartrique. 

Les preparations bacteriennes employees dans le procede revendique sont preparees a partir 
d'une ou plusieurs souches appartenant aux genres Lactobacillus ou Pediococcus, et peuvent 
etre choisies parmi les especes Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Lactobacillus 
delbriickiU Pediococcus acidilactici, Pediococcus damnceus, Pediococcus pentosaceus, 
Pediococcus parvulus ou Pediococcus cerevisiae. 

En particulier, peuvent etre utilisees une ou plusieurs souches de bacterie malolactique 
selectionnee dans le groupe compose de Lactobacillus plantarum DSM-9916, Lactobacillus 
plantarum CNCM 1-2924 et Pediococcus acidilactici CNCM MA 1 8/5M. 

Par exemple, on pourra ajouter a un vin de pH superieur ou egal a 3,7 dont la concentration 
en alcool est superieure a 11%, line preparation de bacteries rnalolactiques comprenant 
Lactobacillus plantarum CN CM 1-2924. 

On pourra aussi inoculer un vin de pH superieur ou 6gal a 3,7 dont la concentration en alcool 
est superieure a 12% avec une preparation de bacteries rnalolactiques comprenant 
Lactobacillus plantarum DSM-9916 ou' Pediococcus acidilactici CNCM MA 18/5M, ou un 
melange de ces deux souches. 

Des concentrations economiquement acceptables sont de Pordre de 5.105 a 5.107 UFC/ml 
vin. De preference on inocule le vin avec 2.106 UFC/ml. Les bacteries lactiques ou les 
preparations de bacteries lactiques sont introduces directement dans le milieu de fermentation 
sans etape prealable d'acclimatatiorL Lorsque les bacteries sont ajoutees dans le vin sous 
forme lyophilisee, elles subissent une simple rehydratation pendant une vingtaine de minutes. 

La presente invention a enfin pour objet un vin mature obtenu a Paide d'une preparation de 
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bacteries lactiques telles que decrites precedemment, ou du procede objet.de l'invention. 



Les exemples suivants permettront d'illustrer plus en detail la realisation de l'invention et les 
resultats obtenus. 

EXEMPLE 1 

Protocole de selection des souches 

Un screening de souches naturelles de bacteries lactiques issues de vins fermentes ou de jus 
de fruits fermentes a ete realise. Des isolats de bacteries lactiques naturelles ont ete soumis a 
des pressions de selection selon les criteres suivants: 

- Resistance a des taux l'alcool > 1 0% 

- Croissance a basse temperature (1 5°C) 

- Pas de formation d 5 amines biogenes 

- Pas de degradation du glycerol 

- Pas de degradation de I'acide tartrique 

EXEMPLE 2 

Determination de la resistance a I'ethanol 

Les bacteries malolactiques sont cultivees dans un bouillon CMR Le pH du milieu est ajuste 
a 3,5 avec de la soude 6N. Les tubes a essais sont remplis avec 5 ml de milieu CMB et 
ensuite autoclaves pendant 15 minutes a 121 °C Apres refroidissement, lesniveaux d'alcool 
sont ajustes avec de Tetbanol pur a : 4%, 6% 8%, 10%, 12% et 14%. Les tubes sont inocules 
a 0,5%, d r une culture MRS cultivee pendant 48h (Garvie, 1967, J. geru lV&crobiol, vol. 48, pp. 
43 1-438). La croissance est suivie par mesure de la turbidite a 600 nm apres 3 semaines. 

EXEMPLE 3 

Determination de la croissance a basse temperature 
. La croissance a basse temperature est testee dans le meme milieu selon le meme protocole 
que celui utilise pour la determination de la resistance a Talcool decrit a Texemple 1. La 
croissance est suivie par mesure de. la turbidite a 600 nm apres 3 semaines. 
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EXEMPLE 4 

Screening de production d'amines biogenes a partir decides amines 

La selection de souches ne produisant pas V amines biogenes a ete realisee par culture sur un 
milieu modele MECM. Les amines biogenes qui ont ete recherchees sont celles que Ton 
trouve le plus souvent en quantity importante dans les vins: l'histamine, la tyramine, la 
putrescine et la cadaverine. Pour selectionner les souches ne produisant pas d'amines 
biogenes, celles-ci sont cultivees sur un milieu modele MECM supplemente en acides amines 
precurseurs, a savoir rhistidine pour ^histamine, la tyrosine pour la tyramine, r ornithine 
pour la putrescine et la lysine pour la cadaverine. 



Composition du milieu modele 


Concentrations (g/1) 


Tryptone 


10.0 


Extraitdelevure 


4.0 


Tween 80 


1.0 


MgS0 4 , 7 H 2 0 


0.2 


MnS0 4 , 4 H 2 0 


0.05 


Pantothenate de Calcium 


0.01 


Glucose 


5.0 


Fructose 


5.0 


Acide L-malique 


4.0 



Le pH est ajuste a 5,0 avec HC1 ou NaOH et le milieu est autoclave all 5°C pendant 3 0 min. 
Une solution mere d'acides amines precurseurs a 100 rngfl, sterilisee par filtration, est 
ajoutee au milieu modele. La concentration finale du milieu module supplemente est de : 

-histidine ' lOmg/1 

-tyrosine lOmg/1 

-ornithine 10mg/l 

-lysine 10mg/l 

Des pre-cultures des souches de bacteries lactiques sont realisees dans un milieu MRS, puis 
les cellules sont lavees dans un* tampon phosphate, et remises en suspension dans le meme 
volume de tampon phosphate. Le milieu modele supplemente est ensuite inocule a 1% avec 
les souches k tester. Apres la realisation de la FML (degradation de Tacide malique), les 
echantillons sont centrifuges et les sumageants sont congeles pour Tanalyse des amines 
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biogenes. Seules les bacteries ne formant pas d'amines biogenes apartir des acides aminees 
precurseurs sont conservees. 

EXEMPLE 5 

Controle du metabolisme du ^ycerol et de Pacide tartrique 

L'etude de la degradation de l'acide tartrique et du glycerol est realisee dans le milieu 
MECMb, comme suit: 



Composition du milieu MECMb Concentration (g/1) 



Tryptone 10.0 
Extrait de levure 4.0 
Tween 80 1.0 
MgS0 4 ,7H 2 0 0.2 
MnS04, 4 H 2 0 0.05 
Pantothenate de calcium 0.01 



Les differents composes suivants sont ajoutes au milieu MECMb pour obtenir differents 
milieux supplements: 



Compose Concentration (g/1) 



Glucose 5.0 

Fructose 5.0 

Glycerol 5.0 
TMC: acide tartrique + acide malique 4- acide citrique: 

Acide tartrique 7.0 

Acide malique 4.0 

Acide citrique 0.4 



La degradation est testee dans les differentes combinaisons suivantes: 
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Milieu 


1 


MECMb 


2 


MECMb + TMC 


3 


MECMb + TMC + glucose 


4 


MECMb + TMC + fructose 


5 


MECMb + TMC + glycerol 


6 


MECMb + TMC + glucose + fructose + glycerol 



Les bacteries, prealablement cultivees dans du milieu MRS, sont lavees et sont utilisees pour 
inoculer les milieux MECMb supplements a l%(v:v). Les cultures sont incubees a 28°C 
pendant 7-15 jours et les metabolites formes sont analyses. Seules les bacteries qui ne 
degradent ni Tacide tartrique, ni le glycerol sont conservees. 

EXEMPLE 6 

Essais de lyophilisation 

Les souches ayant donne une reponse positive a Tensemble des criteres de selection sont 
testees en vue d'une production sous la forme lyophilisee. Deux, souches de Lactobacillus 
plantarum et une souche Pediococcus avec les caracteristiques donn6es, ont ete produites 
sous la forme lyophilisee pour Tinoculation directe des vins. La souche Lactobacillus 
plantarum DSM 9916 a ete isolee dans un vin Chardonnay californien, la souche 
Lactobacillus plantarum CNCM 1-2924 a 6t6 isolee apartir d ? un mout de fruits destine etre 
distille, qui a ete conserve par ajout d'acide et de SCK 

EXEMPLE 7 
Tolerance a Palcool 

La tolerance a Tethanol a ete testee dans le milieu CMB pour les souches suivantes: 

- les 2 souches selectionnees de Lactobacillus plantarum CNCM 1-2924 et DSM-9916, 

- la souche selectionnee de Pediococcus acidilactici CNCM MA 18/5M, 

- une souche commerciale de Lactobacillus plantarum (Viniflora) preconisee pour 
Tinoculation de jus 5 



WO 2004/111179 



PCT/FR2004/001421 



16 

- la souche de Lactobacillus plantarum CNCM MA 18/5U commercialisee pour la nutrition 
animate, 

- la souche de Lactobacillus casei CNCM MA 542/2V, commercialisee pour la nutrition 
humaine, 

- la souche de Oenococcus oeni EQ54, commercialisee par Lallemand pour l'ensemencement 
direct. 

Les cellules ont ete cultivees sur milieu CMB contenant 0%, 4%, 6%, 8%, 10%, 12 % et 14% 
d' alcool ethylique. La croissance bacterienne a ete d&enninee a 21 jours par mesure 
spectrophotometrique de la densite optique DO a 600 mn. 

La tolerance a Talcool TA(x) des souches en presence d'une quantite d'alcool x%, est 
representee par le taux de survie apres 21 jours dans en milieu alooolise rapporte au taux de 
survie apres 21 jours dans un milieu sans alcool. 

TA(x) = DO a x% d'alcool / DO a 0% d'alcool 
Les r6sultats sont presentes dans le Tableau 1 . 

TABLEAU 1 



Taux de survie (%) aux teneurs en alcool: 
Souches 4 % 6 % 8 % 10 % 12 % 14 % 



L.pl. CNCM 1-2924 


90 


76 


71 


66 


62 


3 


L.pl. DSM-9916 


88 


84 


71 


68 


57 


3 


P. acid. CNCM-MA1 8/ 5M 


114 


106 


102 


71 


46 


8 


L.pl. Viniflora 


119 


96 


75 


41 


6 


6 


L. pi. CNCM MA 1 8/5U 


82 


68 ■ 


52 


25 


6 


4 


L. cas. CNCM MA 542/2 V 


96 


134 


78 


10 


7 


7 


CE. oeni EQ54 


100 


100 


95 


87 


78 


77 



Parmi les souches Lactobacillus plantarum et Pediococcus acidilacticU seules les souches 
selectionnees de L plantarum DSM-9916 et CNCM 1-2924 et la souche R acidilactici 
CNCM-MA18/5M ont un taux de survie superieur a 50% apres 21 jours dans un milieu 
contenant 10 % d'alcool, etpeuvent se developper a des concentrations en alcool superieures 
a 12 %. Ces valeurs sont egalement atteintes avec la souche CE. ceni EQ54. 
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EXEMPLE 8 

Degradation de Pacide malique par jL plantarum CNCM 1-2924 

La FML a ete realisee a 1'aide de la souche L. plantarum CNCM 1-2924 par inoculation 
directe sons forme lyophilisee, a raison de 2,0.106 UFC/ml, apres realisation de la 
fermentation alcoolique dans les vins suivants,: 

- Vin test pH = 3,6 

- Vin des Vignerons de Buzet, pH = 3,54 

Les essais sont realises au laboratoire, en flacons de 200 ml. 

Preparation du vin test 

Le vin test a ete fabrique a partir de jus de raisins commerciaux en trois etapes: 
. A) Vilification: 

1 - Le jus est supplement^ par 70g/l de dextrose. 

2 - Le jus est inocule avec 20g/hl de levure seche active Lalvin CY3079; la levure est au 
prealable rehydratee dans un petit volume de jus a 30°C pendant 30 minutes. 

3 - La fermentation est conduite a une temperature comprise entre 20 et 25°C. 

4 - Apres une semaine, la concentration en sucres residuels est mesur6e. Si la concentrations 
en sucres residuels est inferieure a 2g/l, le vin est clarifie. 

B) Clarification: 

1 - Le vin est clarifie par centrifugation (8500 rpm, 1 0 mn) 

2 - Le vin est place a 4°C pendant 8 jours. 

3 - Les cristaux d f acide tartrique sont elimines par centrifugation (8500 rpm, 10 mn) 

C) Standardisation: 

Le vin est analyse apres fermentation alcoolique et avant inoculation de preparations 
iyophilisees de L. plantaium DSM-9916, le pH est ajuste a 3 5 6, la teneur en acdde malique 
est portee a 5 g/L Le vin test ainsi obtenu a les caracteristiques suivantes: 



Alcx>ol (%vol) 


11,94 


Sucres residuels (g/1) 


0,0 


S0 2 libre (mg/1) 


4 


S0 2 total (mg/1) 


5 


Acide acetique (g/1) 


0,23 


PH : 


3,18 ajuste a 3,6 


Acidite totale (g/1 H 2 S0 4 ) 


5,0 
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Acide malique (g/1) 3,1 porte a 5 5 0 

Vin rouge fVignerons de Buzef) 

Le vin rouge utilise est un vin commercial produit par les Vignerons de Buzet Le vin a ete 
seulement filtr6 et conserve a 4°C 

Le vin a ete analyse apres fermentation alcoolique et avant inoculation de preparations 
lyophilisees deL. plantarum DSM-9916. 



Alcool(%vol) 


12,30 


Sucres residuels (g/1) • 


0,5 


S0 2 Hbre (mg/1) 


4 


S0 2 total (mg/1) 


5 


Acide acetique (g/1) 


0,17 


PH 


3,54 


Acidite totale (g/1 H 2 S0 4 ) 


3,6 


Acide malique (g/1) 


1,5 



La preparation bacterienne lyophilisee est rehydrate dans de l'eau a 22°C pendant 20 minutes. 
La solution est ensuite ajout6e directement dans le vin apres fermentation alcoolique. La 
survie dang le vin et la degradation de Tacide malique sont mesurees jusqu'a epuisement du 
substrat Pour chaque vin, deux essais ont ete realises. Un lot non ensemence a servi de 
temoin. 

Taux de survie 

Le tableau 2 donne les resultats des taux survie de L. plantarum CNCM 1-2924, 2 jours et 
1 4 jours apres inoculation. 



TABLEAU 2 



Vin 


Inoculation 


Population 


Population 


% survie 


Population 


% survie 




(UFC/ml) 


a Jo (UFC/ml) 


a J2 (UFC/ml) 


aJ2 


a Jl 4 (UFC/ml) 


aJ14 


Test 


2,0E6 


2,1E6 


1,9E6 


90 


1,8E6 


86 


Test 


2,0E6 


2,1E6 


1,85E6 


89 


1,65E6 


79 


Buzet 


2,0E6 


1,9E6 


1,6E6 


84 


1,7E6 


89 


Buzet 


2,0E6 


1,95E6 


1,7E6 


87 


1,6E6 


82 
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Degradation de l'acide malique 

Le dosage de l'acide malique est realise pour chaque essai a intervalles reguliers a Paide 
d'un kit de dosage (kit E 0139 068, Boehringer Mannheim, Allemagne). 
La Figure 1 montre la cinetique de degradation de Tacide malique dans le vin test a pH=3,6 
apres inoculation d ! une preparation lyophilisee de L, plantarum CNCM 1-2924. 
La Figure 2 montre la cinetique de degradation de l'acide malique dans le vin de Buzet apres 
. inoculation avec une preparation lyophilisee de L. plantarum CNCM 1-2924. 

EXEMPLE 9 

Degradation de l'acide malique par X. plantarum DSM-9916 

LaFML aeterealisee al'aidede la souche L. plantarum DSM-9916 par inoculation directe 
sous forme lyophilisee, a raison de 3,0.106 UFC/ml, apres realisation de la fermentation 
alcoolique dans le meme vin rouge des Vignerons de Buzet, apH = 3,54, que celui utilise 
dans Texemple precedent Le viri de Buzet a ete prepare comme precedemment et possede les 
memes caracteristiques chimiques (voir exemple 8). L ? essai a ete mene selon le meme 
protocole. 

Taux de survie : Le tableau 3 donne les resultats des taux survie de L. plantarum CNCM I- 
2924 , 2 jours et 14 jours apres inoculation. 



TABLEAU 3 



Vin 


Inoculation 


Population 


Population 


% survie 


Population 


% survie 




(UFC/ml) 


a Jo (UFC/ml) 


a J2 (UFC/ml) 


aJ2 


a J14 (UFC/ml) 


aJ14 


Buzet 


3,0E6 


2,3E6 


2,3E6 


97 


1,8E6 


78 


Buzet 


3,0E6 


3,1E6 


2,1E6 


68 


1,8E6 


58 



Degradation de Pacide maliq ue : Le dosage de 1'acide malique est realise pour chaque essai a 
intervalles reguliers a l'aide d'un kit de dosage (kit E 0139 068, Boehringer Mannheim, 
Allemagne). La figure 3 montre la cinetique de degradation de Tacide malique dans le vin de 
Buzet apres inoculation d'une preparation lyophilisee de L. plantarum DSM-9916. 
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EXEMPLE 10 

Degradation de Pacide malique dans un vin Cabernet par JL ptantarum DSM 9916 
et P. acidilactici CNCM MA-18/5M - Comparaison avec CE. aeni EQ54. 

La FML a et6 realisde dans un vin Cabernet Sauvignon du Chili en 2002, de pH 3,7. Les 
essais ont ete menes dans 4 bairiques de 225 I : . 

- vin ensemence a l'aide de la souche L. plantarum DSM 991 6, 

- vin ensemence k l'aide de la souche P. acidilactici CNCM MA-1 8/5M, 

- vin ensemence a l'aide le la souche CE. ceni EQ54, 

- vin temoin, non ensemence. 

Le vin a ete analyse apres fermentation alcoolique et avant inoculation de preparations 
lyophilis6es de bacteries lactiques. 



Alcool (%vol) 


12,9 


Sucres residuels (g/1) 


0,3 


S0 2 Hbre (mg/1) 


6 


S0 2 total (mg/1) 


13 


pH 


3,7 


Acide malique (g/1) 


1,90 


Acide lactique (g/I) 


0,08 



Les souches ont ete inoculees sous forme lyophilisee a raison de 2,0.106 UFC/ml, a 18°C, 
directement dans levin apres realisation de la fermentation alcoolique. Le dosage de Tacide 
malique a ete realise pour chaque essai a intervalles reguliers a l'aide d'un kit de dosage (kit 
E 0139 068, Boshringer Mannheim, Allemagne). Les resultats sont presentes sur la Figure A. 

Les cinetiques de degradation de Pacide malique indiquent une bonne implantation des 
souches DSM 9916 et CNCM MA-18/5M et un demairage precoce et efficace de 1'activite 
fermentative. L' essai temoin montre que dans ce vin apH relativement eleve (pH=3,7), la 
FML est declenchee spontanement des les premiers jours. Dans 1' essai realise avec 
ensemencementpar CE. ami, la cinetique de degradation de Pacide malique est tres proche de 
celle de Pessai temoin, ce qui signifie que des souches indigenes indesirables se sont 
developpees assez rapidement pour supplanter CE. ceni. Le controle de la FML garantissant la 
securite fermentaire n'a ete obtenu qu'avec les souches L. plantarum DSM 9916 et P. 
acidilactici CNCM MA-18/5M. 
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EXEMPLE 11 

Degradation de 1 5 acide malique dans un vin Tempranillo par JL plantar urn CNCM 
1-2924 - Comparaison avec (E. osni EQ54* 

La FML a ete realist dans un vin Tempranillo de Rioja (Espagne) en 2002, de pH 3,9. Dans 
les vins de cette region, on assiste souvent au declenchement spontane de la FML qui se 
traduit generalement par des taux eleves d' amines biogenes. Les essais ont ete menes dans 3 
barriques de 225 1. 

- vin ensemence a Taide de la souche L. plantation CNCM 1-2924, 

- vin ensemence a l'aide le la souche CE. osni EQ54, 

- vin temoin, non ensemence. 

Le vin a ete analyse apres fermentation alcoolique et avant inoculation de preparations 
lyophilisees de bacteries lactiques. 



Alcool (%vol) 


11,98 


Sucres residuels (g/1) 


0,2 


S0 2 libre (mg/1) 


4 


S0 2 total (mg/1) 


. 11 


pH 


3,9 


Acide malique (g/1) 


2^5 


Acide lactique (g/1) 


0,05 



Les souches ont 6te inoculees directement sous forme lyophilisee k raison de 2,0.106 
UFC/ml, a 18°C, apres realisation de la fermentation alcoolique. Le dosage de Tacide 
malique est realise pour chaque essai a intervalles reguliers a Taide d ? un kit de dosage (kit E 
0139 068, Boehringer Mannheim, AUemagne). En parallele, la croissance bacterienne a ete 
mesuree dans les trois cuves. Les resultats sont presentes sur la Figures 5 et 6. 

La cinetique de degradation de Tacide malique (Figure 5) montre une induction rapide de la 
fermentation avec L. plantarum CNCM 1-2924. En revanche, la FML ne demaire qu' apres 
10 jours dans la cuve ensemencee avec <2£ osni EQ54 et dans lacuve temoin: on n'observe 
pas de difference entre ces deux essais, ce qui signifie que des souches indigenes 
indesirables se sont developpees assez rapidement pour supplanter CE. cent 

Le suivi de la croissance cellulaire (Figure 6) montre par ailleurs que la population d'GE. csni 
EQ54 n'a pas chute lors de Pinoculation dans le vin et est restee au meme niveau que la 
population de L. plantarum. On peut done attribuer le retard de demarrage de la FML par CE. 
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csni malgre une concentration cellulaire a priori satisfaisante, a line incapacity a induire une 
activity fennentative dans les conditions de forte concentration alcoolique et pH eleve. Le taux 
de survie ne constitue pas dans ce cas le critere decisif pour assurer un controle efficace de la 
FML. 
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REVENDICATIONS 

1 - Souche de bacterie lactique selectionnee appartenant au genre Lactobacillus ou 
Pediococcus, ayant la capacite de realiser la conversion de Pacide malique en acide lactique, 
ladite bacterie etant caracterisee en ce que lorsqu'elle est introduite a une concentration 
comprise entre 10 6 et 5.10*7 UFC/ml, directement k Petat seche, lyophilise ou congele dans 
un vin ayant un degre d'alcool de 10% ou plus et un pH superieur ou egal a 3,5, 

i) - elle convertit au moins 5%, et de preference au moins 10%, de 1' acide malique en 
acide lactique en 5 jours apres inoculation dudit vin, et 

ii) - elle convertit au moins 10%, et de preference au moins 25%, de 1* acide malique 
en acide lactique en 1 0 jours apres inoculation dudit vin. 

2 - Souche de bacterie lactique selon la revendication 1, caracterisee en ce que, 
lorsqu'elle est introduite a une concentration comprise entre 106 et 5.107 UFC/ml, directe- 
ment a Petat seche, lyophilis6 ou congele dans un vin ayant un degre d'alcool de 10% ou 
plus et un pH superieur ou egal a 3,6: 

iii) - elle convertit au moins 10%, et de preference au moins 15%, de Pacide malique 
en acide lactique en 5 jours apres inoculation dudit vin, et 

iv) - elle convertit au moins 25%, et de preference au moins 40%, de Pacide malique 
en acide lactique en 10 jours apres inoculation dudit vin. 

3 - Souche de bacterie lactique selon Pune des revendications prec^dentes, 
caracterisee en ce qu'eile est homofermentaire. 

4 - Souche de bacterie malolactique selon Pune des revendications precedentes, 
possedant en outre une ou plusieurs des caracteristiques suivantes: 

- elle ne produit pas d' amine biogene a partir des precurseurs amines 

- elle ne degrade pas le glycerol, 

- elle ne degrade pas P acide tartrique. 

5 - Souche de bacterie lactique selon la revendication 4, caracterisee en ce gw'elle a 
la capacite, lorsqu'elle est introduite directement a une concentration de 2.10 6 UFC/ml, dans 
un vin a une temperature superieure ou egale a 1 8°C, ayant une teneur en SO2 comprise entre 
0 et 15 mg/1, une teneur en alcool superieure ou egale a 1 0 %, et un pH de 3,7 ou plus 

i) - de convertir 15 % de Pacide malique en acide lactique en 5 jours apres 
inoculation dudit vin, et 



WO 2004/111179 



PCT/FR2004/O01421 



24 

ii) - de convertir 40 % l'acide malique en acide lactique en 10 jours apres inoculation 
dudit vin. 

6 - Souche de bacterie lactique selon la revendication 4, ccwacteiisee en ce qu'sHo a 
la capacite, lorsqu'elle est introduite dixectement a une concentration de 2.106 UFC/ml, dans 
un vin a une temperature superieure ou egale a 1 8°C, ayant une teneur en S0 2 comprise entre 
0 et 1 5 mg/1, une teneur en alcool superieure ou egale a 1 0 %, et un pH de 3,7 ou plus 

i) - de convertir 50 % de l'acide malique en acide lactique en 5 jours apres 
inoculation dudit vin, et 

ii) - de convertir 80 % l'acide malique en acide lactique en 10 jours apres inoculation 
duditviru 

7 - Souche de bacterie malolactique selon Tune des revendications precedentes 
selectionnee dans le groupe forme de Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, 
Lactobacillus delbriickii, Pediococcus acidilactici, Pediococcus damnceus, Pediococcus 
pentosaceus, Pediococcus panmlus, Pediococcus cerevisiae. 

8 - Souche de bacterie malolactique selon la revendication precedente choisie dans le 
groupe compose de Lactobacillus plantarum DSM-9916, CNCM 1-2924 Pediococcus 
acidilactici CNCM MA 1 8/5M. 

9 - Preparation de bacteries lactiques comprenant une ou plusieurs souches selon 
l'une des revendications precedentes. 

10 - Proced6 de conversion de Tacide malique en acide lactique dans un vin ayant un 
pH superieur ou egal k 3,5, consistant a introduire une preparation de bacteries lactiques 
selon la revendication 9, directement a Tetat seche, lyophilise ou congele dans ledit vin, a une 
concentration comprise entre 10$ et 5.107 UFC/ml, a une temperature superieure ou egale a 
18°C, lorsque le degre d' alcool a atteint au moins 10 % et a maintenir le vin dans des 
conditions permettant le deroulement de la FML, pour obtenir un vin mature ayant une teneur 
en acide malique inferieure a 0,2 g/1. 

11 - Procede de conversion de l'acide malique en acide lactique dans un vin ayant 
un pH superieur ou egal a 3,5, consistant a introduire une preparation de bacteries lactiques 
comprenant une ou plusieurs souches selon la revendication 3, directement a P6tat seche, 
lyophilise ou congele dans ledit vin, a une concentration comprise entre 106 e t 5. 107 UFC/ml, 
a une temperature superieure ou egale a 18°C, lorsque le degre d'alcool a atteint au moins 5 
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%, et a maintenir le vin dans des conditions permettant le deroulement de la FML, pour 
obtenir un vin mature ayant une teneur en acide malique inferieure a 0,2 g/L 

12 - Procede de conversion de Pacide malique en acide lactique selon Tune des 
revendications 10 ou 1 1, dans lequel ladite preparation possede en outre une ou plusieurs des 
caracteristiques suivantes: 

- elle ne produit pas d' amine biogene a partir des precurseurs amines 

- elle ne degrade pas le glycerol, 

- elle ne degrade pas l'acide tartrique. 

13 - Procede de conversion de l'acide malique en acide lactique selon Tune des 
revendications 10 a 12, dans lequel ladite preparation comprend une ou plusieurs souches de 
bacterie malolactique selectionnee dans le groupe forme de Lactobacillus plantarum, 
Lactobacillus casei, Lactobacillus delbiiickii, Pediococcus acidilactici, Pediococcus 
damnceus, Pediococcus pentosaceus, Pediococcus parvulus, Pediococcus cerevisiae. 

14 - Procede de conversion de l'acide malique en acide lactique selon Time des 
revendications 11 a 13, dans lequel ladite preparation comprend une ou plusieurs souches de 
bacterie malolactique selectionnee dans le groupe compose de Lactobacillus plantarum 
DSM-9916, CNCM 1-2924 Pediococcus acidilactici CNCM MA 18/5M. 

15 - Procede selon la revendication 14 dans lequel une preparation de bacteries 
malolactiques comprenant Lactobacillus plantarum CNCM 1-2924 est ajoutee a un vin de 
pH superieur ou egal a 3,9 dont la concentration en alcool est superieure a 1 1%. 

16 - Proced6 selon la revendication 14 dans lequel une preparation de bacteries 
malolactiques comprenant Lactobacillus plantarum DSM-9916 ou Pediococcus acidilactici 
CNCM MA 18/5M ou un melange de celles-ci, est ajoutee a un vin de pH superieur ou egal 
a 3,7 dont la concentration en alcool est superieure a 12%. 

17 - Vin mature obtenu a Paide du procede selon Tune des revendications 10 a 16. 
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